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Background
Despite the progress and development of scientific directions in various fields of medicine, the problem of tuberculosis and its morphological manifestations remains relevant and is not fully disclosed due to complex pathogenesis, the presence of various clinical forms, therapeutic pathomorphosis, torpid to therapy, the presence of relapses. It is known that a surfactant system occupies a special place in the system of local lung protection.
Aim
To study the condition of surfactant-assotiated protein A in the foci of specific destruction and in the surrounding intact lung tissue to assess its functional status, degree of respiratory failure and possible dissemination of tuberculous inflammation.
Material and Metods
An analysis of 163 lung fragments of the dead or operated on for cavernous pulmonary tuberculosis with active bacterial excretion of 89 fragments and with clinical abacilation -74 was carried out.
Results
A morphological study revealed stereotypical dynamic depression of surfactant-associated protein A in all the samples studied, both in the areas of cavernous destruction and pericavernouse zone, and in intact lung tissue. The maximum intensivity of the immunohistochemical expression of this surfactant protein was recorded in the alveolar macrophages, which indicated intensive recycling and utilization of the components of the surfactant.
Conclusion
Minimizing the production of surfactant components and its active utilization in intact lung tissue leads to a collapse of the alveoli with subsequent progression of respiratory failure.
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на прогресс и развитие научных направ-лений в различных сферах медицины, проблема ту-беркулеза и его морфологических проявлений оста-ется одной из актуальных и до конца не раскрытых в патоморфологии и фтизиатрии в связи со сложным патогенезом, наличием разнообразных клинических форм, лечебным патоморфозом, торпидностью к те-рапии, наличием рецидивов [1, 2] .
Лечение туберкулеза, как правило, бывает дли-тельным и не всегда эффективным, приводящим к прогрессированию воспалительного процесса и фор-мированию фиброзно-кавернозных форм, требующих оперативного лечения. Одной из причин безуспеш-ного лечения данной инфекции, по общепринятому мнению, является недостаточная эффективность за-щитных механизмов макроорганизма [3, 4] .
Известно, что особое место в системе местной защиты легких занимает сурфактант, важнейшей функцией которого является обеспечение механики дыхания. Однако в последние два десятилетия были выявлены не менее важные свойства сурфактантной системы, а именно -барьерная функция и свойства врожденного и адаптивного иммунитета. Дисбаланс нативного иммунитета при прогрессировании спец-ифического воспаления является звеном клеточно-го и гуморального механизмов с формированием «порочного круга». Таким образом, сурфактантная система является одной из ключевых в развитии распространенных легочных форм вторичного ту-беркулеза [5] [6] [7] .
Легочный сурфактант -это высокоспециализиро-ванный поверхностно-активный материал, состоящий в основном из фосфолипидов, нейтральных жиров (хо-лестерол и свободные жирные кислоты) и белков. Осо-бую роль при этом играют сурфактант-ассоциирован-ные белки, которые действуют в качестве первой линии защиты против некоторых микроорганизмов и вирусов. Белковый компонент сурфактанта представлен гидро-фильными (SP-A и SP-D) и гидрофобными (SP-B и SP-C) видами апопротеинов, синтезируемыми альвеолоци-тами II типа (А2), нереснитчатыми бронхиолярными эпителиальными клетками и клетками Клара.
Сурфактантный белок А (SP-A, Surfactant Protein A) является основным протеином лёгочного сурфак-танта, обладающим выраженными иммуномодули-рующими свойствами. SP-A функционирует как в качестве опсонизирующего агента, так и в качестве иммуномодулятора. Опсонизация и аггрегация пато-генных микроорганизмов белком SP-A способству-ет их последующему фагоцитозу и киллингу [8] [9] [10] . Среди регуляторных функций -способность стиму-лировать хемотаксис макрофагов, влиять на проли-ферацию клеток иммунного ответа и на продукцию провоспалительных цитокинов, повышать выработ-ку реактивных оксидантов, регулировать продукцию оксида азота, повышать фагоцитоз клеток, подверг-шихся апоптозу, и стимулировать фагоцитоз [11] [12] [13] . Кроме того, SP-A могут инактивировать аллергены и снижать аллерген-индуцированную активность лим-фоцитов, а также способствовать высвобождению ги-стамина, цитокинов, иммуноглобулинов и свободных радикалов иммунными клетками [14] [15] [16] .
ЦЕЛЬ
Изучение характеристик SP-A для оценки его функционального состояния, степени дыхательной недостаточности и возможной диссеминации тубер-кулезного воспаления.
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования послужили фраг-менты легких умерших либо прооперированных по поводу фиброзно-кавернозного туберкулеза (ФКТ) легких (n = 163). Все пациенты были разделены на 2 основные группы: 84 пациента с верифицированным активным бактериовыделением (МБТ+) и 79 больных с клиническим абациллированием (МБТ-).
В контрольную группу отобрали фрагменты лег-ких 30 больных, умерших от патологии, не связанной с заболеваниями респираторной системы (инфаркт миокарда, острое нарушение мозгового кровообра-щения).
Для обзорного микроскопического исследования фрагменты стенки каверны, перикавернозной зоны и макроскопически интактной лёгочной ткани фикси-ровались в 10% нейтральном формалине с последую-щей парафинизацией и изготовлением серийных сре-зов толщиной 4-5 мм. Визуализация патологических изменений осуществлялась путем окраски гематокси-лином и эозином [17] .
С целью визуализации кислотоустойчивых мико-бактерий и определения их локализации в легочной ткани проводилось гистологическое исследование по методу Циль-Нильсена.
Детекция SP-A осуществлялась иммуногистохи-мическим (ИГХ) методом с использованием марке-ра SP-A (AB 3420; Chemicon Intern. Inc., USA; rabbit anti-human, 1:250). Система визуализации StreptAB Complex/AP Dako Cytomation [18] . Для объективиза-ции степени реакции как внутри различных клеточ-ных элементов, так и на внутренней поверхности аль-веол и бронхиол проводили оценку интенсивности экспрессии полуколичественным методом с учетом локализации (табл.1).
Просмотр и фотографирование микропрепаратов осуществляли цифровой камерой OLYMPUS C 5050Z установленной на микроскопе OLYMPUS CX41 с ви-деоокуляром DCM-130E SCOPE; числовая апертура (NA) -0,65; рабочее расстояние (W.D.) -0,6 мм. Мор-фометрическая обработка полученных данных прово-дилась с помощью лицензионного программного обе-спечения Image J.
Статистическая обработка полученных данных проведена методами вариационной статистики с ис-пользованием непараметрических критериев при по-мощи программного пакета Statistica for Microsoft Windows, version 10.0., Stat Soft Inc., США. Стати-стический анализ включал построение вариационных рядов количественных данных; вычисление среднего арифметического значения, среднеквадратического отклонения, ошибки средней величины, коэффици-ента вариации и величины отклонения показателя от контроля и межгрупповых значений. Достоверность различий сравниваемых величин определялась при помощи непараметрического критерия Краскела-Уоллиса. Критический уровень значимости различий между группами был принят равным р = 0,05. Опи-сательная статистика представлена как M±SЕ, где M -среднее значение, SE -стандартная ошибка.
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В срезах ткани легких контрольной группы лиц ци-топлазматическая экспрессия SP-A обнаруживается в виде полосок по апикальной поверхности цитоплазмы клеток и/или диффузной красной окраски различной интенсивности, локализуясь во всех обнаруживаемых А2, и в эпителии бронхов. Нужно отметить, что чем выше степень функциональной активности этих кле-ток, тем более выражена интенсивность диффузной окраски в цитоплазме. Второй клеточной популяци-ей, экспрессирующей SP-A, являются альвеолярные макрофаги, так как функционально обеспечивают утилизацию и элиминацию сурфактанта (рис. 1Б). В ряде случаев нам удавалось обнаружить спирале-видные или решетчатые красноватые образования, локализованные в просвете альвеол и респираторных бронхиол. Такие скопления были идентифицированы нами, как отработанный сурфактант (рис. 1А).
Оценка экспрессии SP-A у пациентов с верифи-цированным диагнозом свидетельствует о том, что максимальная выраженность экспрессии определя- Талица 1 Критерии полуколичественной оценки интенсивности экспрессии SP-A Table 1 Criteria for semi-quantitative evaluation of SP-A expression intensity лась в зоне казеозного некроза группы ФКТ -МБТ + (2,90±0,30), среди свободно лежащего в просвете, либо фиксированного к подлежащему слою специфи-ческой грануляционной ткани, лейкоцитарно-некро-тического детрита. Данный показатель статистически значимо (p<0,05) отличался от контрольной группы (0,00) и ФКТ -МБТ -(0,06±0,25) (табл. 2).
В зоне специфических грануляций, характеризую-щейся разрастанием неполноценных капилляров и вы-раженной диффузной воспалительной инфильтрацией, регистрировалось наличие немногочисленных макро-фагов с зернистыми включениями интенсивно крас-ного цвета в цитоплазме (рис. 2А). При этом в группе пациентов с клиническим абациллированием (МБТ-) на фоне отсутствующего пиогенного слоя, количество таких макрофагов динамически увеличивалось по мере приближения к полости каверны. В пенистых макро-фагах, определенных, как клетки с дормантными ми- 
Рис. 1. Контрольная группа. Иммуногистохимическое исследование с маркером SP-A А -Высокий уровень экспрессии в эпителии терминальной бронхиолы (тонкая стрелка). Отработанный сурфактант в просвете в виде спиралевидных образований (толстая стрелка). × 100 Б -Высокий уровень экспрессии в альвеолоцитах II типа (тонкая стрелка) и альвеолярных макрофагах (толстая стрелка). × 400

Fig. 1. Control group. IGC. SP-A А -High level of expression in terminal bronchiola epithelium (thin arrow). Spent surfactant in the lumen in the form of spiral formations (thick arrow). × 100 Б -High level of expression in type II alveolocytes (thin arrow) and alveolar macrophages (thick arrow). × 400
SP-A Контрольная группа (M±SE) МБТ+ (M±SE) МБТ-(M±SE)
Таблица 2 Показатель интенсивности эспрессии сурфактант-ассоциированного белка SP-A у пациентов основной и контрольной группы
Table 2 Rate of eхpression intensity of surfactant-associated SP-A protein in patients of the main and control groups
Примечание: *-р≤0,05 по отношению к контрольной группе ** -р≤0,05 достоверность межгрупповых отличий МБТ+ и МБТ-Note: *-р≤0,05with respect to the control group ** -р≤0,05validity of inter-group differences between MBT+ and MBT -
Локализация
А Б
кобактериями (ярко-красного цвета внутриклеточные фрагменты кислотоустойчивых бактерий, визуализиро-ванные методом Циль-Нильсена), а также гигантских многоядерных клетках Пирогова-Лангханса во всех зонах фиксировалась негативная экспрессия (рис. 2Б). Наблюдался фиброзный слой каверны со слабо выраженным диффузным фоновым окрашиванием красного цвета без фиксации в каких-либо клеточных элементах. Данный характер экспрессии регистриро-вался во всех наблюдениях, независимо от активно-сти бактериовыделения, что, вероятнее всего, связано с тотальной фиброзной трансформацией легочной паренхимы за счет гистологически подтвержденного (окраска пикрофуксином по Ван-Гизону) разрастания коллагеновых волокон с целью отграничения очага специфического воспаления при туберкулезе.
В перикавернозной зоне, независимо от экскреции МТБ в окружающую среду, визуализировались ин-
Рис. 2. Иммуногистохимическое исследование с маркером SP-A А -МБТ+. Единичные макрофаги с позитивной экспрессией SP-A в зоне специфической грануляционной ткани (стрел-ка).× 200 Б -МБТ-. Перикавернозная зона. Гранулема с отрицательной реакцией в гигантских многоядерных клетках Пирого-ва-Лангханса (стрелка).× 400
Fig. 2. IGC. SP-A. А -MBT+. Single macrophages with positive SP-A expression in specific granulation tissue zone (arrow). × 200 Б -MBT-. Pericavernous zone. Granulema with negative reaction in giant multi-nucleate cells Pyrogov-Langhans (arrow). × 400
Рис. 3. МБТ+. Иммуногистохимическое исследование с маркером SP-A А -Слабая степень экспрессии в виде линейной выстилки эпителия (стрелка) дренирующего бронха (ДБ). ×400 Б -высокая степень экспрессии SP-A в мерцательном эпителии бронхов (стрелка) и окружающей ткани. × 400
Fig. 3. MBT+. IGC with SP-A marker. А -Mild degree of expression in the form of linear epithelial lining (arrow) of the draining bronchus (DB).× 400 Б -High degree of SP-A expression in ciliated epithelium of bronchi (arrow) and surrounding. × 400
А Б А Б
тенсивно окрашенные A2 и АМ, которые компактно группировались в частично коллабированных альвео-лярных просветах, располагаясь в два ряда на поверх-ности альвеолярной стенки. В участках эмфизематозных изменений альвеол экспрессия SP-A -в виде непрерывной тонкой по-лоски красного цвета, выстилающей альвеолярную стенку. При этом редуцировано количество A2 с син-тетической активностью компонентов сурфактанта и АМ, свободно лежащих в просвете альвеол, и, соот-ветственно, их элиминирующих. В межальвеолярных перегородках регистрируется увеличение количества тканевых макрофагов с зернистыми включениями красного цвета в цитоплазме, что может быть резуль-татом интенсификации фагоцитоза SP-A этими клет-ками с целью их последующей поляризации.
В области дренирующего бронха также определя-лись изменения экспрессии SP-A со значимыми меж-групповыми отличиями, в зависимости от активности бактериовыделения (р<0,05).
При ФКТ -МБТ + слабая степень экспрессии в виде линейной выстилки красного цвета локализует-ся на апикальной поверхности мерцательного эпите-лия дренирующего бронха и в бронхиальном экссу-дате (1,94±0,24) (рис. 3А). В отдаленных от каверны бронхах с признаками неспецифического хрониче-ского бронхита -высокая интенсивность экспрессии SP-A (2,83±0,31) в цитоплазме клеток мерцательного эпителия и в прилегающей к бронху эпителиальной выстилке альвеолы, в частности, в А2 и АМ (рис. 3Б).
В группе пациентов с ФКТ -МБТ -экспрессия SP-A (1,09±0,29) определялась в виде мелкозерни-стых цитоплазматических включений (dott-like) в атрофичных клетках реснитчатого эпителия, за счет выраженной гиперплазии бокаловидных клеток, про-дуцирующих слизистый секрет в просвет бронха (рис. 4). Кроме того, фиксировалось наличие единич-ных позитивно окрашенных тканевых макрофагов в перибронхиальном пространстве.
Важно отметить, что позитивно окрашенные ма-крофаги во всех исследуемых зонах встречались в исключительных случаях и локализовались только в просвете альвеол. Тканевые макрофаги в межальве-олярных перегородках, перибронхиальной и интакт-ной легочной ткани демонстрировали негативную экспрессию.
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
История изучения сурфактанта началась еще в 70-е годы прошлого века. Многочисленные иссле-дования позволили установить его физико-химиче-ские свойства, роли в физиологических условиях и при различных патологических состояниях легких. Имеется большое количество научных работ, дока-зывающих роль дефицита сурфактанта при развитии различной бронхолегочной патологии. Разработан широкий спектр препаратов заместительной сурфак-тантной терапии (ЗСТ) как нативного, так и синтети-ческого происхождения, активно применяющихся для лечения дыхательных расстройств. Однако при тубер-кулезном процессе использование ЗСТ по-прежнему затруднительно. Наше исследование убедительно до-казывает роль сурфактант-ассоциированного белка А не только в поддержании стабильности альвеолы, но и в процессе активации макрофагального звена локального иммунитета легких во время активного бактериовыделения, что косвенно свидетельствует о его опсонизирующем эффекте. Зафиксированы и межгрупповые различия локализационного характера SP-А, проявляющиеся по мере удаленности от очага кавернозной деформации, и в зависимости от актив-ности бактериовыделения. При этом у всех пациен-тов с ФКТ определено достоверное снижение его об-щего уровня в сравнении с контрольными образцами легких людей, умерших от патологии, не связанной с дыхательной системой.
Непосредственно в стенке каверны установлена максимальная экспрессия SP-А в зоне казеозного не-кроза у пациентов ФКТ -МБТ + группы. Данная ре-акция, возможно, является следствием остаточной ан-тигенной активности некротизированных А2 и АМ, принимающих активное участие в производстве, ре-циркуляции и утилизации компонентов сурфактанта.
Последующая зональная депрессия интенсивно-сти реакции от слоя специфической грануляционной ткани к фиброзному не демонстрировала достовер-ных межгрупповых отличий. При этом значимо от-личалась от контрольной группы за счет увеличения числа активных макрофагов, инфильтрирующих поля разрастания специфических грануляций. Важно от- метить, что пенистые макрофаги и гигантские клетки Пирогова-Лангханса во всех случаях характеризова-лись негативной экспрессией, что является следстви-ем перегруженности липидными включениями и ги-перактивации белка макросиалина, проявляющегося при слиянии поздней эндосомы и лизосомы фагоцита.
В нашем исследовании установлена интенсифика-ция экспрессии SP-A на поверхности мерцательного эпителия и в перибронхиальных макрофагах при ак-тивации бактериовыделения. Данная реакция может быть связана с активизацией опсонизирующего дей-ствия гистиоцитов в связи с массивным количеством микобактерий, которые располагаются не только в просвете бронха, но и в ближайшей перибронхиаль-ной ткани. Выраженной бактериальной инсеминаци-ей объясняется появление и позитивно окрашенных тканевых макрофагов, возможно поляризующихся в провоспалительные макрофаги 1 типа с высокой ци-токиновой активностью, в том числе с продукцией VEGF для активации неоангиогенеза и ремоделиро-вания межклеточного матрикса.
В перикавернозной зоне, независимо от актив-ности бактериовыделения, происходит перераспре-деление сурфактант-ассоциированного белка А, что может интерпретироваться, как механическое скопле-ние альвеолоцитов и АМ в зоне дистелектаза. Кроме того, это свидетельствует о компенсаторной актива-ции пролиферативной и синтетической активности А2 в ответ на грубую деструкцию и воспаление, что подтверждает индуктивный иммуномодулирующий и противовоспалительный эффекты сурфактанта. Ин-тенсификация ИГХ реакций в АМ связана с активной утилизацией компонентов сурфактанта, способного стимулировать макрофаги к фагоцитозу.
Таким образом, при формировании деструктив-ных форм вторичного туберкулеза, в частности, при фиброзно-кавернозном туберкулезе определяется комплексный дефицит сурфактант-ассоциированного белка А, который приводит к дезорганизации моно-слоя сурфактанта на внутренней поверхности альве-ол, их коллабированию и прогрессии дыхательной недостаточности, что определяет необходимость при-менения ЗСТ всем пациентам, независимо от актив-ности бактериовыделения, с целью стимуляции опсо-низации альвеолярными макрофагами Mycobacteria tuberculosis.
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